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Introducéo

A leucemia mieléide cronica (LMC) é uma doenca proliferativa do sistema hema-
topoiético, caracterizada pela expansao clonal de uma célula-tronco primitiva e
pluripotente denominada stem cell. Este tipo de leucemia esta associado, em 90% dos
casos, a translocacao t(9;22)(q34;q11). Essa alteracao cromossomica estrutural codi-
fica para uma proteina quimérica BCR-ABL, que confere as células leucémicas uma
alta resisténcia a morte, independente do agente indutor desse processo. A proteina p53
é uma reguladora transcricional induzida por danos no DNA, fato que resulta na
parada do ciclo celular com conseqliente ativagdo de mecanismos de reparo ou mesmo
na inducéo a apoptose. As mutages no gene TP53 sédo as alteragdes genéticas mais
comuns em tumores malignos humanos. O presente estudo teve como objetivo genotipar
e determinar a freqiiéncia alélica do polimorfismo do TP53 no c6don 72 (arginina - Arg
e prolina - Pro), em pacientes com suspeita de LMC, pela Rea¢do em Cadeia da
Polimerase. Desta forma, os resultados indicaram que 73,4% (23/30) dos pacientes
apresentaram homozigose para arginina (Arg/Arg) e 26,6% (7/30) heterozigose (Arg/
Pro). N&o foi encontrado nenhum paciente homozigoto para prolina (Pro/Pro). Os
resultados obtidos sugerem que o polimorfismo do gene TP53 no c6don 72 ndo é um
fator de risco importante para a iniciagdo, promogao e progressao da LMC. Rev. bras.
hematol. hemoter. 2007;29(4):346-350.
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mossomo 9. Atualmente, aanormalidade é descrita citoge-
neticamente como t(9;22)(g34;q11). Em 1980 constatou-se

A leucemiamiel6ide cronica(LMC) foi provavel mente
a primeira forma de leucemia reconhecida pela sua distinta
individualidade. Em 1960, Nowell e Hungerford detectaram
uma consistente anormalidade cromossdmica, denominada
posteriormente de cromossomo Philadel phia (Ph), eidentifi-
cado como 22g- em individuos que apresentavam espleno-
megaliamacicaassociadaaleucocitoseidiopatica Em 1973,
Rowley observou que o cromossomo Ph era resultante de
uma translocacéo reciproca envolvendo também o cro-

gue o cromossomo Ph apresentava uma unicafusdo génica,
denominada BCR/ABL. Esta sequiéncia hibrida de DNA é
resultante da uni&o do proto-oncogene ABL (Abelson), pre-
sente no cromossomo 9, e do gene BCR (do inglés,
Breakpoint Cluster Region), do proprio cromossomo 22. Este
gene quimeérico, BCR/ABL, é traduzido em umaproteinade
210kDa(p210), com atividade aumentadadetirosinaquinase,
apresentando grande importancia na patogénese da doen-
¢a2 O estimulode BCR/ABL levaaproliferagéo excessivade
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células dalinhagem miel 6ide. Em conseqliéncia, hadeplecdo
de nutrientes, o que compromete adiferenciagdo e maturacdo
das células daslinhagenseritrociticas e linfociti cas damedu-
la Ossea.®

A LMC é umadoenca proliferativa do sistema hema-
topoi ético, caracterizada pel aexpansdo clonal deumacélula
tronco primitiva e pluripotente, denominada stem cell, que
tem acapacidade de sediferenciar em varias células do teci-
do sangtiineo. Ao diagndstico, cerca de 90% dos pacientes
apresentam um cariétipo marcador na maioria de suas
met&fases em células de medula Gssea: 0 cromossomo Ph.
Em LMC Ph-positivo, atranslocacdo é encontradaem todas
as linhagens celulares hematopoiéticas, sendo menos fre-
glienteemcélulasB e T.* A LMC émaisfreqiiente em adultos
entre 40 e 60 anos de idade e af eta ambos 0s sexos, mas com
predominancia no sexo masculino. A progressdo clinica da
LMC pode ser emtrésfases: cronica, aceleradaebléstica* O
diagnostico daLMC, seguindo as normas do Inca (Instituto
Nacional de Cancer do Ministério daSalide), éfeito por meio
daanamnese e do exame fisico, do hemograma e da plague-
tometria, damorfol ogiado sangue periférico, do mielograma,
da citoquimica e da imunofenctipagem, da citogenética da
medula dssea, da Reacdo em Cadeiada Polimerase qualitati-
va (pesquisa do marcador molecular BCR-ABL no sangue
periférico ou namedula 6ssea), da biopsia de medula dssea,
incluindo determinagéo defibrose medular.’ A progressao da
LM C éusua mente associadaaaquisi¢éo adicional de anor-
malidades citogenéticas, incluindo alteracbes envolvendo
o0 brago curto do cromossomo 17 (17p). Essaregido, mais
especificamente 17p13, contém o gene supressor de tumor
TP53.%

A proteinap53 éumareguladoratranscricional induzida
por danos no DNA, fato que resultanaparadado ciclo celu-
lar com consequiente ativacdo de mecanismos de reparo ou
mesmo nainducdo aapoptose. Nestas situacoes, ap53tem a
capacidade de parar ou mesmo retardar aprogressdo do ciclo
celular nos pontos de checagem (checkpoints) para que o
DNA possa ser reparado. Caso o dano persista, a célula é
eliminadapor apoptose. Emtecidosnormais, ap53 € mantida
em baixos niveis. Tumores possuem uma p53 mutante, uma
vez que estaadotauma conformagdo maisresistente adegra
dacéo do que aproteinaselvagem.® Umamutagéo pontual ou
mais extensa no gene TP53 altera de forma significativa a
proteinap53, o queresultanaincapacidade de efetuar apara-
da no ciclo celular ou disparar o mecanismo de apoptose.
MutacBes que acometem o gene TP53 sdo as mais fre-
guentemente encontradas em canceres humanos, com apro-
ximadamente 50% a 80% dos casos.” A importanciado gene
TP53 esta no fato de ser um gene supressor de tumor que
aumentaalongevidade celular einibe o desenvolvimento do
cancer. Assim, ndo s as mutagdes sdo importantes como
também outros aspectos como, por exemplo, os polimorfismos
da proteina codificada por este gene. Estes polimorfismos
resultantes de mudangas de codons podem causar altera-
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¢Oes sutis ou até mesmo draméti cas na atividade daproteina.
Neste contexto, o polimorfismo de p53 mais estudado € o do
cddon 72, podendo codificar umaproteinacom arginina(Arg)
ou prolina (Pro) nesta posicéo. A freqiiéncia alélica de Arg
nesse codon, na populagéo caucasiana, € de aproximada-
mente 70%, enquanto afreqiiénciade Pro € de 30%, e é pro-
duzida por uma Unica troca nucleotidica de guanina para
citosina.®

O objetivo do presente estudo foi genotipar e determi-
nar a frequiéncia aélica do polimorfismo do gene TP53 no
coédon 72 (Arg e Pro), em pacientes com suspeitadeleucemia
miel Gide cronica

Casuistica e Métodos

Grupo amostral

Foram incluidos neste estudo pacientes que procura-
ram o Laboratério de Genética Humana e Citogenética
Molecular (LaGene) da Secretaria de Salide do Estado de
Goiés, nosanos de 2004 e 2005, comindicacdo clinicaparaa
pesquisa do cromossomo Ph para o diagnéstico de LMC ou
para o controle dessa patologia com uso de medicamentos
(como, por exemplo, 0 Glivec®). Adicionalmente, individuos
saudaveis foram avaliados e constituiram o grupo controle.

Assim, houve a participacdo de sessenta individuos,
distribuidos em dois grupos: (1) casos, com trinta pacientes
e (2) controle, com trintaindividuos saudaveis. A participa-
¢do foi voluntéria e sigilosa. Apos as devidas explicagbes
dos responsaveis pela pesquisa, todos os participantes con-
cordaram em doar amostras, assinando um Termo de Con-
sentimento Livree Esclarecido.

Reacéo em cadeia da polimerase

Para a realizacdo da reac&o em cadeia da polimerase
(PCR —Polymerase chain reaction), fez-se extragdo do DNA
apartir da culturacelular de medula 6ssea para o grupo dos
casos e sangue periférico parao grupo controle, por meio do
kit de purificacdo de DNA gendmico Wizard® (Promega
Corporation, EUA). Paraaamplificagdo dasregidesdeinte-
resse, utilizaram-se primers especificos (Quadro 1), com um
protocol o de termoci clagem distinta para cada polimorfismo
ArgePro (Quadro 2).

Quadro 1. Sequéncia dos primers usados na PCR para
amplificagéo do polimorfismo de p53

Tamanho do

Primer Seqiiéncia (5'— 3") Amplicon (pb)
Poliformismo
5'GCC AGA GGC TGC TCC cccC
PS3PIO+/PS3- 5. 5T GCA AGT CAC AGA CTT L7
P53+/Arg- 5'"TCC CCC TTG CCG TCC CAA 141

5'CTG GTG CAG GGG CCA CGC
*Sintetizados pela Life Technologies do Brasil Ltda.
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Quadro 2. Protocolo de Termociclagem para
fragmentos de Pro (P) e Arg (A)

dos Giles CTeey Ty Cicos
Desnaturagéo inicial 94 5 1
94 1
Amplificagéo ciclica 54P e60A 1 35
72 1
Extenséao final 72 5 1
Armazenamento 4 00 00

Os fragmentos da PCR foram separados em gel de
poliacrilamidaa8% em TBE 1X, em campo el étrico constante
de 10 V/cm por duas horas. Paraavisualizagdo do DNA am-
plificado, foi feitacoloracdo do gel em solucéo de nitrato de
prata, posteriormente seco em um Model GD2000 Hoefer®
(Amersham PharmaciaBiotech, EUA), atemperaturade 60°C
por quatro horas.

Estatistica

Os dados da genotipagem, tanto dos casos como dos
controles, foram calculados com o auxilio do software
GenePop web version 3.4. A utilizag&o deste programa per-
mitiu avaliar asfrequiéncias al élicas e genotipicas das popu-
lacBes de casos e de controles, o equilibrio de Hardy-
Weinberg e a sua diferenciacdo génica e genotipica.

Resultados

No grupo teste foram analisadas trintaamostras de pa-
cientes com idade entre 2 e 85 anos (média = 43,5 anos),
sendo 17 do sexo masculino e 12 do sexo feminino. Neste
grupo, 76,7% dos pacientes apresentaram homozigose para
arginina(Arg/Arg) e 23,3%, heterozigotos (Arg/Pro). Nao foi
encontrado nenhum paciente homozigoto para prolina.

No grupo controletambém foram andlisadastrintaamos-
tras de individuos saudaveis, com idade entre 19 e 74 anos
(média= 37,0 anos), sendo 26 do sexo masculino e4 do sexo
feminino. Destes, 70,0% apresentaram homozigose para
arginina (Arg/Arg), 23,3%, heterozigose (Arg/Pro) e 6,7%,
homozigose paraprolina (Pro/Pro).

A distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas
parao polimorfismo do TP53 estéo representadas nas Tabe-
las1e2, respectivamente. O aelo TP53Arg foi o maisencon-
trado no grupo amostral e nos controles (p =0,8833e0,8167,

Tabela 1. Distribui¢cdo das frequéncias alélicas nos
grupos caso e controle

Alelo Caso: % (n) Controle: % (n)
p53Arg 88,33 (53) 81,67 (49)
p53Pro 11,67 (7) 18,33 (11)

Total 100 (60) 100 (60)

xX?=1,63 GL: 2 p=0,44

Tabela 2. Distribuigdo das frequiéncias genotipicas nos
grupos caso e controle

Alelo Caso: % (n) Controle: % (n)
p53Arg/Arg 76,7 (23/30) 70,0 (21/30)
p53Arg/Pro 23,3 (7/30) 23,3 (7/30)
p53Pro/Pro 0 (0/30) 6,7 (2/30)

Total 100 (30) 100 (30)

x?=151 GL: 2 p=0,47

Tabela 3. Distribuicéo das freqiiéncias observadas e esperadas
para 0sS grupos caso e controle

Genétipo Casos Controles
Esperado Observado Esperado Observado
p53Arg/Arg 23,36 23 19,93 21
p53Arg/Pro 6,29 7 9,14 7
p53Pro/Pro 0,35 0 0,93 2
Total 30 30
X2=298 GL: 4 p=0,5

respectivamente). Ao aplicar o teste de Hardy-Weinberg,
observou-se que as popul agdes ndo se encontram em equil -
brio parao cddon 72 de TP53 (p = 0,561). A distribuicéo das
freqliéncias genotipicas esperadas e observadas encontra-
senaTabela3.

Discussao

A ciéncia busca entender a dinamica fisiopatol 6gica
gue envolve ainiciacdo, promogao e progressdo dos cance-
res humanos. Para isso, inlmeras pesquisas sdo realizadas
em todas as partes do mundo. Buscam-se respostas para
guestionamentos como: Qual aidade mais susceptivel aum
determinado cancer? Qual o sexo mais atingido? Quais as
alteragdes celulares e moleculares caracteristicas de cada
tumor maligno? I sso tudo natentativade diminuir aincidén-
ciadestapatologiaem especial ou mesmo encontrar terapéu-
ticas eficazes para o seu combate, diminuindo assim amorta-
lidade e amorbidade dos canceres.

Algumas pesqguisas retratam o gene TP53 como um
fator importante na génese de varios tumores. Alteragdes
deste gene ou mesmo determinados polimorfismos séo con-
siderados fatores de risco para a populagdo no que se refere
as patologias neoplésicas.® Isso porque o TP53 é um gene
supressor de tumor que se encontramutado em praticamente
todos os canceres humanos. Os genes supressores de tumor
tém a funcdo de controlar negativamente a proliferacéo e a
sobrevivéncia celular. Estima-se que os sinais da p53 estdo
comprometidos em pel o menos 50% de todos os canceres.®

A proteinaquiméricaBCR/ABL, formadaapartir dafu-
sdo dos genes homdnimos, confere a célula leucémica uma
altaresisténciaamorte celular independentemente do agen-
te indutor desse processo. Neste contexto, o mesilato de
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imatinibe (Glivec®) tem afuncéo de bloguear aatividade de
quinase daproteinaBCR/ABL, levando aremissdéo daLMC
em quase todos pacientes. Dos trinta pacientes que partici-
param deste estudo, sete eram portadoresde LM C e estavam
em tratamento com o Glivec®. Desses sete pacientes, 71,4%
eramArg/Arg e 28,6% Arg/Pro.

Em um estudo rel ativamente recente, '’ avaliou-seare-
sisténciaao mesilato de imatinibe. Foram incluidos no estu-
do 44 pacientes portadores de LMC que n&o apresentavam
resposta ao imatinibe. Um total de 29,7% desses pacientes
eraPro/Pro, enquanto no grupo controle apenas 21,6 % apre-
sentavam essa caracteristica genética. A freqiiénciado aelo
Profoi de 28,8 % em 52 amostras, 23,5% em 34 pacientescom
resposta ao imatinibe e em 55,0% dos pacientes com resis-
téncia ao imatinibe. Concluiu-se que o alelo Pro representa
um fator de risco para o desenvolvimento daLMC e auma
resisténcia a resposta citogenética primaria ao tratamento
com o imatinibe, evento que ocorre devido ao fato de as
célulasleucémicas expressarem aproteinap53Pro72 maisre-
sistentes a apoptose induzida pelo imatinibe, do que as ex-
clusivamente p53Arg72.1° Talvez isso sedevaao fato de que
o0 alelo Pro apresente um potencial apoptotico menor que a
Arg, conferindo as célulasumamaior longevidade. Portanto,
individuos com LM C e al el os Pro/Pro possuem um prognos-
tico ruim porque a p53Pro é um supressor de tumor mais
fraco que aArg.%°

Adicionalmente, em outro estudo,® as mutagdes do gene
TP53 sdo consideradas as a teragdes genéticas mais frequien-
tes nos tumores malignos humanos, ocorrendo em cerca de
60% das neoplasias. Nas hemopatias malignas essas altera-
¢Bes sdo observadas com menor freguiéncia que em tumores
solidos, estando, porém, diretamente relacionadas com aque-
les casos que apresentam evolugdo clinica desfavoravel .®
Aparentemente, hauma perdaresidua do alelo TP53 selva-
gem durante a progressdo daLMC paraacrise blastica. Pra-
ticamente metade dos casos onde ha perda do 17p néo de-
monstrainativacdo do TP53. No entanto, aperdado 17pea
inativacéo do TP53 podem ser fatores para um prognostico
ruim. MutagBes no gene TP53 ocorrem em aproximadamente
5% dos casos de LM C em fase cronica, e em 15% a 23% na
fase blastica, mas em alguns casos as anormalidades cito-
genéticas precedem alteracOes. Esses achados suge-
rem que mutacdes no gene TP53 sdo um segundo evento na
progressdo da LM C.™ Estes dados sugerem arealizacdo de
um estudo mais extenso sobre a p53 em LMC, englobando
alteracOes citogenéticas, polimorfismos, expressdes génicas.

MutagBes no gene TP53 parecem ndo apresentar gran-
de importéncia com o desenvolvimento de leucemias, mas
podem determinar um prognostico menos favoravel, princi-
palmente se o paciente apresentar um genaétipo homozigoto
paraprolina.

Diferentemente dos resultados encontrados por outros
pesquisadores,© 0 presente estudo ndo encontrou o genétipo
Pro/Pro nos pacientes avaliados. 1sso sugere que este
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gendtipo ndo se trata de um fator de risco relevante para o
desenvolvimento de LM C. Adicionalmente, ndo foi possivel
buscar correlacGes entre os achados moleculares do
polimorfismo com aresisténciaao mesilato deimatinibeea
fase da patologia em que o paciente se encontrava, por falta
de acesso aos prontuarios. Porém, baseado em outros acha-
dos,® pode-se sugerir que os pacientes deste estudo apre-
sentam um bom progndstico, ja que nenhum deles era
homozigoto paraprolina.

Concluséao

Dasamostrasanalisadas, encontrou-se umaprevaléncia
do gendtipo Arg/Arg, independente da presenca ou ndo de
LMC, sendo o gendtipo mais freqliente tanto nas amostras
como nos controles. A freqliéncia observada do genétipo
Arg/Argfoi de 23,0%, adeArg/Pro 7,0%, enquanto aespera-
daseriade 23,36% paraArg/Arg, €6,29% paraArg/Pro. Apa-
rentemente, ndo existe correlacdo entre o risco de desen-
volvimento daleucemiae apresencado gendtipo homozigoto
Arg/Arg ou heterozigoto. Faz-se necessaria arealizagéo de
estudos mais amplos e com diferentes técnicas na tentativa
de seencontrar umacorrel agdo importante ou mesmo descarté
ladefinitivamente.

Abstract

Chronic myeloid leukemia (CML) is a proliferative disorder of the
hematopoietic system characterized by clonal expansion of a primitive
and pluripotent stem cell. In this type of leukemia, up to 90% of all
cases is associated to a specific chromosomal translocation,
1(9;22)(q34;q11). The genomic alteration results in a chimeric
protein, BCR-ABL, that confers a high resistance leukemia cells to
death, independent of the induction mechanism of this process. Protein
p53 is a transcriptional factor expressed after DNA damage which
ceases cell cycle progression and consequently activates repair
mechanisms or even induces apoptosis. Mutations of TP53 are the
most common genetic alterations in malignant tumors in humans.
The main objective of the current study was to genotype and deter-
mine the allelic frequency of the TP53 polymorphism at codon 72 in
patients suspected of having CML using a PCR-based assay. The
frequencies of the genotypes among the cases were: 73.4% (23\30)
and 26% (7\30) for homozygous arginine (Arg-72) and heterozygous
proline/arginine (Pro/Arg-72), respectively. Homozygous proline
(Pro-72) was not observed in the current study. The results obtained
suggest that the TP53 polymorphism at codon 72 is not an important
risk factor for the initiation, promotion, nor progression of CML..
Rev. bras. hematol. hemoter. 2007;29(4):346-350.

Key words: Chronic myeloid leukemia; CML; polymorphism;
TP53.
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